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〔摘 要〕 目的 观察 AMP 依赖的蛋白激酶(AMPK)及 PI3K /Akt信号途径在颈动脉狭窄形成过程中的变化。方法 取 SD大鼠经高脂喂养
1个月后行颈总动脉球囊损伤术作为模型组(n= 24) ，继续喂养 14 d 后取损伤侧颈总动脉，行 HE染色观测血管内皮损伤及内膜增生情况，应用荧光
定量 PCＲ法检测 AMPK及 PI3K /Akt mＲNA水平，用Western印迹检测 p-AMPK、PI3K、p-Akt蛋白水平，另取 8只正常 SD大鼠作为假手术组。结果
模型组大鼠血管内膜增生明显、管壁变厚;AMPK /PI3K /Akt mＲNA及蛋白水平较假手术组显著下降(P＜0. 01)。结论 AMPK /PI3K /Akt在颈动脉狭
窄的病理生理进程中起到一定的作用。
〔关键词〕 颈动脉狭窄;AMP 依赖的蛋白激酶;PI3K;Akt













拟通过建立颈动脉狭窄动物模型，探讨 AMPK/PI3K /Akt 途径
在颈动脉狭窄形成过程中的可能机制。
1 材料与方法
1. 1 实验动物 清洁级雄性 SD大鼠 32只，平均体质量(200±
20)g，购自上海斯莱克实验动物有限公司，生产许可证:SCXK
(沪)2007-0005。




1. 3 分组与处理 将大鼠随机分为假手术组 8 只，无高脂喂
养，仅切开颈部皮肤分离基层无球囊损伤，模型组 24只。模型
组大鼠予高脂饲料，自制配方:25%猪油，2%胆固醇，0. 1%胆酸










颈总动脉起始部。注入约 0. 1 ml 生理盐水使球囊充盈，然后缓
慢来回推拉球囊导管以损伤颈动脉血管内皮。
1. 4 血管内膜病理形态学观察 常规石蜡包埋切片后，行苏
木精-伊红(HE)染色，在光学显微镜下观察血管内皮损伤程
度、管壁厚度、内膜增生等情况。
1. 5 实时荧光定量 PCＲ 法检测组织 AMPK、PI3K、Akt mＲNA
的表达 按 Trizol法提取各组大鼠颈动脉总 ＲNA，并参照逆转
录扩增试剂盒操作程序进行 cDNA 合成。扩增条件为:95℃
2 min变性，95℃，10 s，60℃，30 s，70℃，30 s，扩增 40个循环，获
得各样本待测基因的 CT 值，各组间相对基因表达用 2-△△CT表
示。采用 ACTB 作为内参照，引物序列:ACTB 正义链 5':CT-











PVDF 膜 1 h，将膜放入大小适宜的自封袋中，分别加入 1 ∶(500～
1 000)稀释一抗 37℃1 h，取出 PVDF膜，用 T-TBS 液洗 3次，每
次10 min，后加入 1 ∶1 000稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗。
室温 2 h，取出 PVDF膜，用 T-TBS 液洗 3 次，每次10 min，用电
光学发光法(ECL)显色，曝光显影。以 β-actin 蛋白为内参照，
计算各组 p-AMPK、PI3K、p-AKT的相对表达量。
1. 7 统计学方法 采用 SPSS17. 0软件进行单因素方差分析。
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2 结 果
2. 1 各组一般情况观察 假手术组大鼠未见有明显异常改
变。模型组大鼠术后前 3 d大鼠精神较差，后稍有好转，但毛发
欠光泽，体重增长缓慢，未见感染死亡现象。






2. 3 各组颈动脉 AMPK、PI3K、Akt mＲNA 表达比较 与假手
术组比较，模型组 AMPK、PI3K、Akt mＲNA 水平显著降低(P＜
0. 01)。见表 1。
表 1 各组 AMPK、PI3K、Akt mＲNA相对
表达比较(x±s，n=8)
组别 AMPK PI3K Akt
假手术组 1. 000 0±0. 143 5 1. 000 0±0. 173 3 1. 000 0±0. 216 4
模型组 0. 168 9±0. 032 2 0. 071 5±0. 033 1 0. 416 7±0. 029 9
P值 0. 000 0. 000 0. 002
2. 4 各组颈动脉 p-AMPK、PI3K、p-Akt蛋白表达比较 模型组
颈动脉球囊损伤术后 p-AMPK、PI3K 及 p-Akt 蛋白表达较假手
术组明显减少(P＜0. 05)。见图 2、表 2。
图 2 各组 p-AMPK、PI3K及 p-Akt 蛋白表达
表 2 各组 p-AMPK、PI3K及 p-Akt 蛋白表达比较(x±s，n=8)
组别 p-AMPK PI3K p-Akt
假手术组 0. 45±0. 03 0. 57±0. 08 2. 03±0. 08
模型组 0. 31±0. 03 0. 13±0. 04 1. 51±0. 09














标〔7，8〕。Ki等〔9〕对用 AMPK 激动剂对 PDGF 诱导血管内膜细





生理和病理过程。研究表明 PI3K激动剂能够通过提高 Akt 和
eNOS的磷酸化水平从而有效地激活 PI3K /Akt /eNOS 信号途
径，而 PI3K的抑制剂则抑制 eNOS的活性;并且 PI3K /Akt信号
通路能够对血管内皮细胞的增殖和分化中起到重要的作用，其
主要通过激活 eNOS 发挥作用〔11～13〕。PI3K /Akt 也能作用于血
小板源生长因子(PDGF)从而调节血管平滑肌细胞增殖、迁移
及细胞凋亡。PI3K /Ak与 AMPK 相互之间存在广泛的调整作
用，两者之间主要表现为相互协同合作而不是相互拮抗〔14〕。
研究表明 AMPK通过复杂的方式调控 PI3K 信号通路，刺激该
信号通路的活化，同样 AKt 也能反馈调整 AMPK 的磷酸化过
程〔15〕。AMPK和 PI3K /AKt均能通过激活 eNOS从而调控血管
平滑肌细胞的增殖。有研究显示 AMPK和 PI3K /AKt在前列腺
癌的细胞生长过程中，这两个信号通路相互作用对前列腺癌生
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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体及其与 5 - Fu联合用药对
T - 24细胞生长的抑制作用
肖建华 董自强 游 艳1
(三峡大学第一临床医学院泌尿外科 三峡大学泌尿外科研究所，湖北 宜昌 443003)
〔摘 要〕 目的 研究肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TＲAIL)单独应用及其与传统化疗药物 5-氟尿嘧啶(5-Fu)联合应用对体外培养人膀胱
肿瘤 T-24细胞生物学行为影响及可能机制。方法 倒置显微镜下观察不同浓度 TＲAIL作用不同时间后 T-24 细胞形态变化;MTT法检测不同浓度
TＲAIL单独或 10 ng /ml TＲAIL联合不同浓度 5-Fu不同时间后 T-24细胞生存率;流式细胞仪检测 T-24细胞凋亡率。结果 TＲAIL单独应用时对 T-
24细胞生长抑制作用有限，显微镜下部分细胞出现形态学改变，作用 72 h 后 1、300、1 000 ng /ml 组细胞生存率分别(92. 52± 3. 60)%，(84. 63±
5. 93)%和(79. 45±2. 04)%;单用 200、400、600、800 及 1 000 μmol /ml 5-Fu 时细胞生长抑制率分别为(10. 76±1. 78)%、(14. 17±2. 75)%、(28. 01±
1. 66)%、(20. 17±1. 68)%和(32. 53±3. 65)%，联合 10 ng /ml TＲAIL处理后 0、200、400、600、800及 1 000 μmol /ml 5-Fu 组细胞抑制率分别为分别为
(3. 85±0. 88)%、(8. 41±0. 74)%、(16. 39±2. 72)%、(26. 27±1. 72)%、(28. 99±3. 36)%和(30. 18±1. 34)%;10、100、1 000 ng /ml TＲAIL处理 48 h后的
细胞平均凋亡率为(3. 75±0. 31)%、(7. 82±1. 07)%、(7. 78±3. 15)%。结论 TＲAIL单用或联合其他化疗药物对 T24 细胞生长抑制作用有限，同 5-
Fu联合应用时不能明显增加 T-24细胞对 5-Fu的敏感性。
〔关键词〕 TＲAIL;T-24;联合用药;生长抑制
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